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서론

 칼시토닌(calcitonin; CT)은 32개의 아미노산으로 구성된 환형(cyclic) 폴리펩티드이

다. 칼시토닌은 칼슘의 항상성을 조절하는데 매우 중요한 역할을 담당하고 뼈의 재용해

(bone resorption)를 방지하는 생체 호르몬이다.[1] 칼시토닌은 사람, 돼지 등 포유동물

의 갑상선 뿐만 아니라 어류, 조류, 등의 새후선(ultimobranchial gland)에서도 분비된

다. 칼시토닌의 종류로는 연어 칼시토닌, 뱀장어 칼시토닌, 사람 칼시토닌, 돼지 칼시토

닌이 있으며 사람이나 돼지 칼시토닌 보다는 연어와 뱀장어 칼시토닌의 효능이 훨씬 높

은 것으로 알려지고 있다.[2]

   뼈를 파괴시키는 파골세포(osteoclast)의 활동을 억제시킴으로써 상대적으로 조골세

포(osteoblast)의 활동이 늘어나 골량(bone mass)이 증가하게 된다. 골다공증을 가진 여

성에 대한 임상 실험, 즉 연어에서 추출한 칼시토닌의 치료 효과는 척추 뼈와 장골의 골

량 증가가 사용한 약의 양에 비례하여 매우 유의한 결과를 나타내었다. 일반적으로 2년

을 사용할 경우 약 2%의 골량 증가를 나타낸다고 한다. 칼시토닌에 의한 골다공증 치료

요법은 30년 이상의 치료경험을 통해서 위험한 부작용이 전혀 없고 다른 질병의 치료와 

병행할 수 있는 가장 안전하고 효과적인 방법이라고 할 수 있다.[3,4,5]

 본 연구에서는 최종목표인 연어칼시토닌 경구투여용 제제를 만들기 위한 선행연구로서 

칼시토닌을 생분해성고분자인 PLGA에 nanoencapsulation 시켜 그 물리화학적 특성을 확

인하고 encapsulation시 연어칼시토닌의 encapsulation efficiency 를 증가시키는데 그 

목적이 있다.

실험

 실험재료 

연어칼시토닌(salmon calcitonin; sCT)은 Bachem사에서 구입하여 사용하였다. PLGA는 

Boehringer-Ingelheim사에서 제조된 PLGA-503H를 사용하였다. 그리고 계면활성제로서 

PVA(polyvinyl alcohol, Mw 1500)는 Junsei사에서 구입 사용하였다. 나머지 용매들은 모

두 HPLC 분석용 등급을 구입하여 전처리 없이 사용하였다.

 PLGA/sCT의 disperse phase(oil phase)의 제조. methanol 300㎕에 sCT를 녹인다. 그리

고dichloromethane 20ml에 PLGA 200mg을 녹이고 이용액에 앞서 준비된 sCT-methanol용액
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을 혼합하여 잘 섞는다. 이렇게 섞인 혼합용액은 나중의 emulsion에서 disperse phase인 

oil phase를 구성하게 된다. sCT를 함유하지 않은 methanol을 사용ㆍ비교하였다.  

 PVA의 continuous phase(water phase)의 제조. 계면활성제로서 PVA를 1%(w/v)의 농도로 

3차증류수에 용해하여 continuous phase인 water phase를 제조한다.

 sCT incorporated PLGA nanoparticle의 제조

4℃로 냉각된 상태의 continuous phase(PVA 1% 수용액)를 500ml 비커에 넣은 후 

homogenizer를 이용하여 10,000 rpm으로 교반시킨다. disperse phase를 syringe에 넣은 

후 26 gage needle(inside diameter ≃ 240㎛)로 syringe pump를 이용하여 일정한 속도

로 continuous phase가 담긴 비커내에 투입하였다. disperse phase가 모두 투입된 후 약 

1~2분간 추가 교반시킨 후 evaporator로 유기용매를 모두 제거한다. 이후 남은 용액을 

centrifugation하고 4℃ deionized water로 washing 을 2회 반복한다. washing이 끝난 

결과물은 동결건조 시켜 최종 결과물을 얻었다. 이렇게 얻어진 결과물은 SEM으로 입자의 

형상 및 크기를 관찰 하였고, HPLC로 PLGA내에 sCT의 함량을 분석 하였다.

결과 및 고찰

Fig.1은 sCT를 포함하지 않은 PLGA nano-particle의 제조공정 흐름도이다. 이 실험에서

는 syringe pump의 flow rate에 변화를 두어 각각 생성되는 입자들의 모양의 확인하기 

위해서 실시하였다.

Fig.1. sCT를 포함시키지 않은 PLGA nanoparticle 제조 방법.

      

Fig.2. sCT를 포함시키지 않은 PLGA particle SEM image
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Fig.2.는 sCT를 포함하지 않은 PLGA의 SEM image이다. 좌측의 그림은 syringe pump의 

flow rate가 200ml/h이고 우측의 그림은 20ml/h이다. PLGA의 입자모양을 살펴보면 flow 

rate가 느린 우측의 그림이 particle의 모양이 더욱 sphere에 가깝고 또 입자들도 서로 

뭉쳐지지 않고 떨어져 있는 것을 확인할 수 있다. SEM에 의한 입자의 크기는 약 1~10㎛

로 측정되었다.

 Fig.3.은 sCT를 포함시킨 PLGA 입자의 제조공정 흐름도이다. Fig.1과 거의 동일하고 단

지 sCT만 첨가 하여 실험을 실시하였다.

         

Fig.3. sCT를 포함시킨 PLGA particle의 제조방법 및 SEM image

Fig.3.의 좌측은 SEM image이다. 입자의 크기는 sCT가 첨가되지 않을 때와 거의 동일하

게 구형에 가까운 미세입자가 생성되었음을 확인할 수 있었다.

Calibration curve of calcitonin
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Fig.4. sCT의 정량선.

Fig.5. sCT가 포함된 PLGA particle 의 HPLC 분석
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Fig.4.는 실험에 사용되었던 순수한 sCT를 HPLC를 이용하여 정량선을 그린 것이다. 위의 

정량선을 이용하여 식을 구한다음 Fig.3. 방법에 의해 얻은 PLGA 입자의 25mg을 PLGA와 

sCT를 모두 용해시키는 acetone 1ml에 용해시킨 후 HPLC로 분석한 결과(Fig.5.) sCT의 

양이 약 450㎍이 확인되었다.(PLGA:sCT=1:0.18)

결론

 O/W emulsion을 이용하여 sCT가 포접된 PLGA 나노입자를 제조하여 본 연구의 최종적인 

목표인 골다공증 치료용 sCT 나노경구제제를 제조하기 위한 1차연구로서 충분한 목표를 

달성하였다. sCT가 포접된 PLGA 입자의 크기와 모양은 disperse phase가 continuous 

phase에 투입될 때의 속도에 크게 영향받는 것을 확인할 수 있었다. 본 연구방법에 의한 

sCT의 encapsulation efficiency는 약 36%로서 기존의 방법보다 향상되었음을 알 수 있

었다.
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